












































































































































































































































































































=筐|註Ffll 2０Cｏｎｔｒｏｌ－ｌ3-2ヘモグロビンの二次構造解析界面活性剤による抗原（タンパク質）の二次構造への影響を抗原としてヘモグロビン、界面活性剤としてTween20、SDSを用いて、ＣＤで検証を行った（図5）。 C13OOO←［ロ。①ｏロロニ○ｍの】 1１０００ Ｉ００
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図６Biacoreで得られたセンサーグラム
通常のRunningBufferを用いたコントロールでは、
センサーチップ上の抗体に抗原が結合していく様子が、
なだらかなセンサーグラムとして観察されたが､Tween
20を含んだRunningBuffFerを用いた場合には、大きな
ノイズが見られた。これは洗浄液であるsodiuln
hydroxideを流した時にも見られるようにTween20を
含んでいるためRulmingBufferと組成が異なるためと
考えられる。測定時間0秒のresonanceunit（RU）と抗
原-抗体反応が安定した400秒付近のRUの値の差を抗原
の結合量として算出すると表Iのようになった。
２００２２０２４０２６０
Wavelength（､､）
図５界面活性による二次構造変化（CD）
５％（w/v）Tween20溶液でヘモグロビンをｌ０ｕＭに調
製した場合とlOmMリン酸緩衝液で調製した場合のＣＤ
スペクトルは、ほぼ同一であり、ヘモグロビンの二次
構造に変化はないと考えられる。それに対して、
5%(w/v)SDS溶液では、ＣＤスペクトルが大きく異なり、
SDSによってヘモグロビンの二次構造が変化している
と考えられる。
ヘモグロビンは、α-ヘリックス構造を多く待ったタ
ンパク質であり、ＣＤスペクトルの波形の変化は、α－
ヘリックス構造が変化したためだと考えられる。５％
（w/v）SDS溶液で調製した以外のヘモグロビンのCDス
ペクトルは､222mのピークが208,mのピークよりマイナ
ス側に大きく現れているが、５％（w/v）SDS溶液で調製
したヘモグロビンのCDスペクトルでは､222,mのピーク
の値が小さくなっている。これらの結果より、非イオ
表１Tween20濃度と結合堂（HumanlgA）
Tlveen20濃度％（w/v）
０
３
７
抗原結合量（RU）
３７６．６
487.9
７６０－９
表ｌから明らかなようにRunningBuffer中のTween
20の濃度が濃くなるに従いセンサーチップ上の抗体
への抗原の結合量も増えていることが分かる。Twee11
20が含まれていないRunningBufferと７％（w/v）の
Tween20が含まれているRunningBufferでは、２倍
以上のＩｇＡが結合している。HulnanIgAanitiboyとは
結合しないことが確認できているＤｏｇｌｇＡを用いて同
様の実験でHumanlgAanitiboyとの結合量を算出した
ところ、通常のRunningBufferではセンサーチップに
結合しないが、Ｔｗｅｅｎ２０が含まれているRunning
Bufferでは結合し、その結合量は、RunnillgBuffer
中のＴｗｅｅｎ２０の濃度と共に増加した（表２)。
PSA（prostatespecificantigen）検出感度を向上さ
せることに成功田しているが、同様の効果がＴＷｅｅｎ２０
を含んだ希釈液で希釈し、イムノクロマト法で測定す
ることによって起きていると考えられる。TWeen20に
よって抗体の特異性が低下し、極微量の金ナノ粒子が
テストライン上に集積することで予め金ナノ粒子をテ
ストラインに固定する場合と同様に、目視で発色が確
認できるまでの金ナノ粒子の量が低下し、高感度の検
出を可能としていると考えられる。通常のイムノクロ
マト法で用いている希釈（展開）溶液にＴＷｅｅｎ２０を
3％（ｗ/V）ほど加えれば、イムノクロマト法の高感度
化が可能な方法であり、極めて有用な結果である。
表２Tween20濃度と結合量（DoglgA） 謝辞
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これらの結果より、ＩＷｅｅｎＺＯは抗体と抗原の結合を
増加させるが、抗体の特異性も低下させていると示唆
される。精製されたs-IgA、ヘモグロビンをＩＷｅｅｎ２０
が含まれた希釈液で希釈し、イムノクロマト法で検出
した場合より、唾液をTWeen20が含まれた希釈液で希
釈し、唾液中のs-IgA、ヘモグロビンを検出した場合
の方が、ＩＷｅｅｎ２０の効果が大きいことが確認できてい
る。これは唾液中の交雑物が、金ﾌﾞｰﾉ粒子標識抗体と
反応し、テストラインに集積するためと考えられる。
また、５%(w/v)以上のＴｗｅｅｎ２０を含んだリン酸緩衝液
と金ナノ粒子標識抗体の混合液をテストストリップに
吸収させた場合、抗原がないにも関わらずテストライ
ンが薄く見える。これらの結果より、Ｔｗｅｅｎ２０は抗原
との結合量も増加させるが、抗体の特異性を低下させ
ていると考えられる。
４．おわりに
抗原一抗体反応を利用したELISA（Enzyme-Linked
lmmunoSorbentAssay）では、抗体の特異性が高いほど
測定感度が良なる。しかしながら、今回の結果では、
イムノクロマト法では、抗体の特異性が低下すること
によって検出感度が向上していることになる。これは、
ELISAでは試料中の抗原と抗体を反応させた後に洗浄
操作があり、非特異的な反応があれば測定感度は低下
する。一方、イムノクロマト法では洗浄操作をするこ
とがなく、抗原-抗体反応によって集積した金ナノ粒子
の発色によって検出を行っている。筆者らは、テスト
ラインに目視で確認ができない濃度の金ナノ粒子をテ
ストラインに固定し、血液巾のガンマーカーである
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Theeffectofsurfactantonimmunochromatographymethodwasexamined･Theexperiments
wereperformedtodeterminethesuitableconcentrationofTween20forimmunochromatography
methodThesuitableconcentraｔｉｏｎｏｆＴｗｅｅｎ２０ｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒwas3percent，Thecircular
dichroisnlspectrafoｒevaluationoftheeffectofsurfactantonsecondarystructureofproteinwas
measured・Ｔｗｅｅｎ２０ｄｉｄｎｏｔａｆｆｅｃｔｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒystructureofhemoglobinAlso,theaffinityofthe
antibodyforitsantigenmthedevelopingsolutionwasevaluatedbymeasuringthebinding
kineticsofinteractionusingBiacore，TheaffinityincreasedwiththeconcentrationofTween20
solution、However，thespecificityincreasedwiththeconcentrationof1rween20Theincreasing
affinityanddecreasingspecificityofantibodyaresensitivelydetectedbytheimmunochromato‐
graphymethod．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：immunochromatographymethod;surfactant;ＴＷｅｅｎ２０;circulardichroism．
